













worldwide, with Escherichia  coli  (E.  coli)  being  one  of  the main  sources  responsible. Viable  but 
nonculturable  bacteria  (VBNC)  retain  virulence  even  after  some  disinfection  procedures  and 
constitute  a huge problem  to public health due  to  their non‐detectability  through  conventional 
microbiological techniques. Flow cytometry (FCM) is a promising tool in food microbiology as it 
enables the distinction of the different physiological states of bacteria after disinfection procedures 
within  a  short  time.  In  this  study,  samples  of  lettuce  inoculated with  E.  coli were  subject  to 
disinfection with sodium hypochlorite at free chlorine concentrations of 5, 10, 25, 50, and 100 mg∙L−1 












The  importance of a healthy  lifestyle  triggered changes  in  the diet of populations, namely, a 
higher  consumption of  fruit and vegetables. These products  can be  consumed  raw or minimally 
processed but to prepare meals quickly and to retain freshness, vegetables are usually consumed pre‐
packed. Leafy greens consumed raw as salads were considered the highest priority group in terms of 
fresh produce  safety  [1].  Just  in  the United States,  606  leafy vegetable‐associated outbreaks with 






chain  is  straightforward,  namely  through  contact  with  improperly  treated  manure  compost, 
contaminated irrigation water, the presence of wild and domestic animals, and unclean containers 
and  tools  used  in  harvesting  [6].  Contamination may  also  occur  during  postharvest  handling, 
Antibiotics 2020, 9, 14  2  of  13 
processing, and distribution [6]. Unfortunately, there are no strategies able to achieve the complete 
elimination  of  hazardous microorganisms  on  produce without  compromising  their  quality  and 
without reducing shelf life [7]. Due to the low cost associated with its use and its ease of application, 






affected  by  the  organic  loads  in  the washing  solution.  Freshly  cut  lettuce  can  release  abundant 
amounts of vegetable  latex  into  the washing solution and quickly deplete  free chlorine  [9]. Thus, 
instead of specifying a target prewash chlorine level, industry guidelines have suggested that wash 






a  variety  of  fruit  and  vegetables  because  it  is  an  effective  bactericide,  sporicide,  fungicide,  and 
virucide  that  acts  across  cellular  membranes,  oxidizing  molecules,  and  destroying  essential 
enzymatic systems  [13]. It has stability  in  the presence of organic matter and  it does not produce 
harmful disinfection by‐products  [14]. The only disadvantage of PAA  is  the higher cost  involved 
when compared to chlorine. Nonetheless, disinfectants are often ineffective as microbial reductions 




stressful  conditions,  such  as  low  temperature,  high  osmolarity,  and  nutrient  starvation.  These 
bacteria called “viable but nonculturable (VBNC) cells” have a discrete metabolic activity, will not 









these  cells  cannot  be detected  using  traditional  plate  counting methods,  they  can  cause  a  false‐
negative result, which poses a potential threat to food safety and human health. 
Staining  is a basic step for determining viability and  is  the most useful method  for detecting 
VBNC. This technique is based on the integrity of the cell membrane and considers the cells with a 
damaged membrane  to be dead. VBNC  and viable  cells  are  cells with  an  intact membrane  [18]. 
Therefore,  with  the  help  of  flow  cytometry  or  fluorescent  microscopy,  viable  cells  can  be 
distinguished  from dead  cells  based  on  color. Enumerating  bacteria,  FCM has  the  advantage  of 
shortly  indicating  the viability of  the  samples  subject  to disinfectants,  in  contrast  to  the  classical 









staining. SYTO‐BC  (green  fluorescent nucleic acid stain) and propidium  iodide  (PI) were used as 















FCM  analysis  of  cell  viability.  Four  cell  populations  can  be  distinguished:  cells with  an  intact 
membrane (C—viable), cells with a damaged membrane (A—dead), and cells with a compromised 
membrane (B—compromised). The fourth population  includes the unstained debris located in the 
lower‐left quadrant. Disinfectants  can  cause  cell  lysis and,  consequently,  the  loss of  their nucleic 























compromised  cells,  and  C:  viable  cells.  The  figures  are  ordered  by  T0:  initial  concentration  of 

















of VBNC cells  is not possible with  this  technique because although  they still presented metabolic 
activity, those cells are stressed and lost their ability to grow on agar medium. Moreover, agar plate 
counting is a time‐consuming, labor‐intensive, and multi‐day process. Nevertheless, culturable cells, 
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Figure  2.  Cell  culturability  of  Escherichia  coli  CECT  434  after  the  treatment  with  different 
concentrations  of  free  chlorine. Data were  collected  from  three  independent  trials,  elaborated  in 
triplicates. Results correspond to the means and respective standard deviations of the nine replicates. 
There was  a  clear  divergence  between  the  traditional  technique  of  plate  counts  and  flow 
cytometric  data.  The  number  of  cultivable  cells  was  lower  than  the  number  of  viable  cells. 
Corroborating other studies, this can be due to cell aggregation after the treatment with disinfectants. 




and cell components. According  to  these authors, chlorine can  react with nucleic acids causing a 
reduction of fluorescence. Cells usually are permeable to PI but are inhibited by bleach rendering 
them impermeable, leading to false interpretations. Specifically, HOCl ions damage DNA and RNA 


























3)  though  this will probably be possible with an  intermediate  concentration between 50 and 100 
mg∙L−1. Up to this concentration, there was always a high number of VBNC cells. It has been reported 
that while  chlorine has a broad  spectrum of antimicrobial activity,  its  efficacy against pathogens 
attached to the leafy greens is limited. As chlorine reacts with organic matter, components released 
from  cuts  on  leaves may  neutralize  some  of  the  chlorine  before  it  reaches microbial  cells  [7]. 
Additionally, crevices, cracks, and small fissures in produce, along with the hydrophobic nature of 
the waxy  cuticle  on  the  surface  of many  fruit  and  vegetables, may  prevent  chlorine  and  other 
sanitizers  from  reaching  the microorganisms  [30].  In  the present  study,  at  a  concentration  of  10 
mg∙L−1, there was already a reduction in viable cells of almost 3 log, approximately 5 log at 25 mg∙L−1, 
and  to a concentration higher  than 25 mg∙L−1 almost 7  log  reduction. However, according  to Van 











O157:H7  cells  on  the  surface  of  iceberg  lettuce  leaves  were  killed  by  a  20  mg∙L−1  chlorine 
decontamination treatment, the cells inside the stomata or those which had penetrated the cut edge 
of a leaf survived. Niemira [37] reported a reduction of less than 1 log of E. coli O157:H7 internalized 
in 4  lettuce varieties  (iceberg, Boston, green  leaf, or  red  leaf  lettuce) were obtained with  sodium 
hypochlorite solutions of 300 mg∙L−1 and 600 mg∙L−1. This is not according to the results of this study. 
In  fact,  for  a  concentration  of  100 mg  L‐1  of  free  chlorine  all  the  cells  are  dead.  Probably,  the 
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usefulness  in  the  fresh‐cut  industry  [38,39].  Besides,  it  is  virtually  unaffected  by  changes  in 






previous disinfectant  (Figure  3),  the  relative  percentage  of  viable  cells  is  very  similar  up  to  the 
concentration of 25 mg∙L−1, with a sharp decrease to 50 mg∙L−1. Regarding dead cells, there is always 








ordered  by T0:  initial  concentration  of  inoculated  cell  suspension  in  the  lettuce  samples, Br:  the 
negative control in which there was no wash with disinfectant, but with sterile filtered water, and the 
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elaborated in triplicates. Results correspond to the means and respective standard deviations of the 
nine replicates. 



































Green  leaf  lettuce  (Lactuca  sativa L.) was purchased  from  a  local producer  and was  kept  in 
refrigeration  conditions  at  4  °C.  For  the  experiments, damaged  outer  leaves  of  the  lettuce were 

























434 cells  in  lettuce trials after disinfection. The SYTO‐BC 5 μM  (Thermo Fisher Scientific) and the 
Propidium iodide (Thermo Fisher Scientific) at a concentration of 20 μg∙mL−1 were used to evaluate 
the  integrity of  the membrane and were excited by  the 488 nm  laser of  the  flow cytometer. Live 
bacteria emitted green fluorescence detected with 525/50 BP on the FL1 channel whilst compromised 







events),  the disinfectants were prepared with  sterile  filtered water  and  the  samples were  finally 
suspended in 10 mL of a sterile‐filtered solution of 0.9 % NaCl. 
3.5.2. Standard Plate Count Method 
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